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子交换色谱、分子筛色谱，三链 DNA-亲和色谱纯化超螺旋质粒 DNA 等工艺。
然而，这些方法耗时复杂，费用高，放大困难，并且市售吸附剂的种类和性能
































pH 值、萃取时间等对质粒 DNA 萃取和反萃取的影响。结果表明，离子种类和
浓度对质粒 DNA 的萃取和反萃取都有很大的影响。 随着盐浓度增大，萃取率
显著下降。同时考察了质粒 DNA 选择性的问题，确定反胶团的萃取和反萃取
RNA 以及 DNA 和 RNA 混合物的部分条件，以便找到 DNA 和 RNA 有效分离
的 佳条件，实现二者的分离。 
正向萃取时，当 TOMAC 浓度为 40 mmol L-1，水相 pH 值 8.0～10.0 时，
质粒 pUK21CMVβ1.2 和 pPhyt148 的萃取率 高分别可达到 99.09%,97.5%，而
大肠杆菌 RNA 的萃取率甚至达到了 100％，相同萃取条件下，2C16QA 反胶团
体系萃取两种质粒 DNA 的萃取率达到 97.78%，97.47%。反相萃取时，离子浓
度 0.5 mol L-1，水相 pH 值 4.0 时，质粒 pUK21CMVβ1.2 和 pPhyt148 的反萃取
率 高可达到 100％，而大肠杆菌 RNA 的反萃取率却普遍低于 70％。离子浓
度对核酸的萃取和反萃取过程都有重要影响，通过合理调节水相中的离子浓度，
可以实现 DNA 和 RNA 的分离。研究结果表明，TOMAC（三辛基甲基氯化铵）




















With ongoing identification of functional genes modern medical treatments like genetic 
vaccination or gene therapy are beginning to evolve because with these novel therapies illness 
can be cured at the genetic level (genotype) and not by treating the symptoms (phenoptype). 
Production of nucleic acids as an active pharmaceutical ingredient (API) in gene therapy and 
genetic vaccination is gaining more and more importance. Non-viral delivery systems   like 
plasmid DNA have become more and more desirable as they are the most attractive gene transfer 
systems for commercial products. Non-viral vectors own theoretically an unlimited 
insertion capacity. They are safety, stable, and in comparison with viruses relatively 
easier to produce. The number of approved gene therapy protocols using plasmid DNA-based 
delivery vectors has increased exponentially since 1995, representing approximately 25% of the 
ongoing gene therapy trials. Consequently, it is important to develop an economic, simple 
plasmid purification technology with high repetition characteristics which make its quality 
reach clinic application standard. 
 
The Reversed micelles system is a thermodynamically stable molecular assembly 
which is formed by surfactant molecules in a hydrophobic organic solvent.Reversed 
micelles are a thermodynamically stable molecular assembly which is formed by surfactant 
molecules in a hydrophobic organic solvent. The organized molecular aggregate provide unique 
hydrophilic environment in organic media, in which bio-active materials can maintain a 
high-dimendional structure and sometimes show an extremely high activity compared to that in 
aqueous solution. 
 
Using plasmid pUK21CMVβ1.2 and pPhyt148 as model plasmids, the extraction of DNA by 
reversed micelles system of methyltrioctylammoniumchloride (TOMAC)/n － Amyl 















of the main factors such as the concentration of surfactant and ions in the aqueous phase was 
investigated. The degree of extraction of DNA was strongly influenced by the concentration of 
surfactant in the organic solvent and ionic strength in the aqueous phase. When the surfactant 
concentration reached 40 mmol L-1, the extraction ratio of plasmid pUK21CMVβ1.2 and 
pPhyt148 exceeded 99.1% and 97.5%, with an initial DNA concentration of 50 µg ml－1 in the 
aqueous phase at pH 8.0, respectively. Electrostatic interaction between cationic surfactant and 
negatively charged DNA is the major driving force in the nucleic acid extraction, and the 
extraction ratio of nucleic acid decreased with the increased salt concentration. Such a decrease 
is due to electrostatic hindrance by the salt. RNA could be simply separated from DNA with 
reverse micelles by adjustment of salt concentration. The results indicated that (TOMAC)/n－
Amyl alcohol /isooctane reversed micelles system was suitable for DNA separation and 
purification. 
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第一章  文献综述 
1.1  基因治疗和基因载体 


















标记作用的蛋白质的双链 DNA 分子(dsDNA)。也可能是该 DNA 能与宿主细胞
里的目标序列结合，通过阻止 mRNA 或者启动子来抑制特定基因表达的反义 
RNA 或者单链 DNA(ssDNA)。基因药物不但可用于治疗疾病[8]，而且可用于预
防疾病。DNA 疫苗又称遗传疫苗或基因疫苗（genetic vaccination），是近年来




















10 月，美国有 484 例基因治疗方案，其中涉及了各种癌症、单基因遗传病、传
染病（包括艾滋病），以及其他各种疾病等[8]。 
广义的基因治疗是指利用基因药物的治疗，而通常说的狭义的基因治疗是指




物可以是完整基因，也可以是基因片段（包括 DNA 或 RNA）；可以是替代治疗，
也可以是抑制性治疗（包括 DNA 转录水平和 mRNA 翻译水平）(图 1.1)。 
 
图 1.1 基因体内（in vivo），体外（ex vivo）疗法示意图 
































关键。无论是体内（in vivo） 还是体外（ex vivo）基因转移都需要一种安全、无
毒的工具来携带外源基因进入细胞内，这种工具被称作载体（vector）。 
一个理想的克隆载体大致应有下列一些特性： 






































表 1.1 不同基因载体的性质比较 
Tab.1.1 Comparison of characteristics of different DNA vector system 
 逆转录病毒 腺病毒 腺病毒伴随病毒 非病毒载体 
大外源基因
容纳量 
     8 kbp  30 kbp 4.5 kbp 无限 
基因转移 体外 体外/体内 体外/体内 体外/体内 
表达时间 长 短 长 短 
稳定性 差 一般 差 好 
免疫反应 少 强烈 强烈 无 
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1.2 非病毒转基因载体—质粒 DNA 































质粒 DNA 的相对分子质量一般在 106～107 范围内，目前所知的质粒中，除
了酵母的杀伤质粒（killer plasmid）是由 RNA 分子组成之外，其余的质粒都是




着完整的环形结构时，称之为共价闭合环形 DNA（covalently closed circular DNA, 
cccDNA），这样的 DNA 通常呈现超螺旋的(supercoiled, SC)构型；如果两条多核
苷酸链中只有一条保持着完整的环形结构，另一条链出现一至数个缺口时，称之
为开环 DNA（open circular DNA, ocDNA），也就是 OC 构型；若质粒 DNA 经过
适当的核酸内切限制酶切割之后，发生双链断裂而形成线性分子（linear DNA,  
lDNA），通称 L 构型。当以上三种构型的拓扑型质粒以等价低聚体的形式存在时，
该构型称之为 Concatemers，此外，质粒 DNA 能相互缠绕，如果单体的质粒是
由孤立的环状双链 DNA 连结的链状组成，该构型即为 Catenane，若是 DNA 双
链自身缠绕而成的单个分子，则为 DNA knot(图 1.2) 
在琼脂糖凝胶电泳中，不同构型的同一种质粒 DNA 具有不同的电泳迁移率，
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图 1.2 质粒 DNA 的拓扑异构体结构 






































鉴定重组克隆、产生用于序列测定的单链 DNA、体外转录外源 DNA 序列、鉴定
片段的插入方向、外源基因的大量表达等。常用的质粒载体大小一般在 1 kb 至









乎所有的复制起始区都来自 pBR322 质粒或者 pUC 质粒家族。这些质粒的复制
起始区相对很小（大约 600 bp），并且不需要质粒编码的蛋白来完成复制。 
1.2.3 质粒载体的质量标准 
质粒 DNA 作为生物药剂的应用对生产过程及产品质量提出了很高的要求。
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病毒载体低，持续时间短。因而其用药剂量大，如质粒 DNA 疫苗的剂量在 0.1-1.0 
mg，是甲肝疫苗剂量 50 ng 的 2000-20000 倍。估计提供给细胞的每 1000 个质粒
DNA 分子仅有一个能够到达细胞核并被表达，若要彻底治愈疾病，需要毫克级




表 1.2 基因治疗和基因疫苗质粒 DNA 的临床应用标准及推荐的分析方法 
Tab.1.2 Principal approval specifications and recommended assays for assessing 
the final plasmid DNA preparation purity, safety and potency for gene therapy 
and DNA vaccines applications 
项目 推荐的分析方法 认可的规格 
蛋白质 BCA（二辛可宁酸）蛋
白质分析 
<10 μg mg-1 质粒 
RNA 凝胶电泳 测不出 
基因组 DNA Southern Blot (DNA 印迹), 
PCR 
< 50 μg mg-1 质粒 
内毒素 LAL 分析 < 100 E.U.(内毒素单




> 90 % 














无菌度 TB-琼脂培养基平板 21 天检不出克隆 













Degree papers are in the “Xiamen University Electronic Theses and Dissertations Database”. Full
texts are available in the following ways: 
1. If your library is a CALIS member libraries, please log on http://etd.calis.edu.cn/ and submit
requests online, or consult the interlibrary loan department in your library. 
2. For users of non-CALIS member libraries, please mail to etd@xmu.edu.cn for delivery details.
厦
门
大
学
博
硕
士
论
文
摘
要
库
